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U Sposob otrzymywajiia optycznie 
czynnych alkoholi aromatycznych stano- 
vn^fych mieszanin^ eDancjomeiyczn^ 
z przewag^ jednego z enaziGjomer6w« o 
wzorach og61nych 2.A i 2B, gdzie R* i 
oznaczaj£|_ grup^ aiylowq^ i alkilowq^ lub 
dwie grupy aryJowe> drog^ biotransfonnacji 
z wykoizystaniem kultuiy mikroorgaDizmu 
naimiolonego na sterylnej po^ywce 
plynnej, znamienny tym, ze do cndncjo- 
specyfic:oiej redukcji substrata, ktorym sq, 
prochiraltie ketony 0 wzorze og61nym 1, 
gdzie i oznaczajet grupy aiylow^ 
i alkilow^ lub dwie gmpy arylowe, stosuje 
sig gatunek Nigrospora oryzae. 
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Sposob otrzymywania optycznie 
C2ynnych alkoholi aromatycznych 



Zastrzezenia patentowe 



mipc^iifTf otaymywania optycznie czynnych alkoholi aromatycznych stanowiacvdi 
ij^cA^ . °=^2aj^ grup? aiylow^ i alkiiow^ lub dwie grapy aiylowe dr^a bi^ 

ne Ketony o wzorze ogolnym I, gdzie i oznaczaj^ gnipy aiylowa i alkilov^ lub dv«L 
grupy arylowe, stosuje si? gatunek Nigrospora oryzae. «yiow^ i auaiow^ lub d^vle 

arn^,?;™!? wedlug zastrz 1, Mamienny tym, ze prochilamymi ketonami sa ketony tynu 
u^^^^^ posiadaj^e jedn^ lub dwe grupy aromatyczne. w tym sromm^ vS 
^T'^ '^'^^ A^T^ w pierscieniu sze^doczlonow^n albo sSka w^Se^Tpfi 
ciocztenowym, jako jcdynym lieteroatomem pier^cienia. piersciemu pi^ 

3. Spos6b wedhig zasftz. 1, ztiamieniiy tym, ze st?zenie keionu w stosunku do kultnrv 
mikioorgamzmu, namno±oaej na steiylnej po^ywce pLnei zawierai^S TsS-^tSS 
tnalto2owego,wynosiod0,ldo3,0g/dm^ J > ^« P*ynng zawieraj^ej 2,5 /g ekstraktu 



* * * 



owJ^^m^h^Af^V:^ °»^y^'^ optycznie czynnych alkoholi, 

o wzoracn ogoinyoli 2,A 1 z pizewag^.jednego z enancjomerdw, 

sposoby ouzymywania optycznie czynnych alkoholi na drodze biotransfor- 
S I ^^korzystamem system6w enaymatycznych d^obnoustrojow (A. sSiSSdeSr 

^t^^r^S^ .^^J;ol'^7^. 7o^:St&S. 

o -^^^i 1- t- ' o ^ do biotransformacj wykorzystywane sa cale ro^Unv 

enzymatyczny tej ro^liny hydilSje^a^c^^^e S 
raceaucznych alkoholi aromatycznych do alkoholi optycznie c2ynnvch ^ ^ 

Optycaoe czynne alkohole otrzymad mozna teZ na drodze 'cheinJcznei OEZez redukc'e 
prochira^ych kctpnow aromatycznych (A. Hirao, S. Itsuno, S. Nak3^??? - 
umal of the Chemical Society. Chemical Communications. 1981, 33?sSio K ^^Hiiia 
S.Natehama. Journal of the Chemical Society. Chemic^omm'udc^^??5fe.46^ ^ 
,nnr« J?^^"-"^^ v^korzystaBie systemu enzymatycznego szczepu eatankn Nigro- 
spora ojyzae do ei^cjospecyficznejredukojiprochiraliiychketo^^ * UHitUlMgrO 

Sposdb wedhig wynalazku polega na vfprowadzamu do kulmry plymiej mikroorBanizmu 
SS^'SK.f'^ namno±onej na steryhiej pozywce piynnej, subTtrTSr p^s^^^lS" 
^f™^^^"' ° r*"?^ d^iaJaniem systemu enzyniatyczne|o kultiS^S- 

yora otyzae nast?puje enancjospecyficzna redukcja grupy karbonylowej profhiraln^ keS 
do optycznie czyimego alkoholu. Stanowi on mieszaSnrenancjoiieiyciiVz pSv^^^ 

jedn ^^r^^^uS^issrSieT^^ 

w pierScienm szescioc:donowym albo siark^ w piericieniu pi^ciicKatenoyJlm, jako jc^^ 
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heteroatomem piericienia. Koizystnie teZ jest gdy st^zenie ketonu w stosunku do koltury 
drobnoustroju, nanmozoneg na steiylnej pozywce plyimej zawderaj^ce} 2,5% ekstraktu malto- 
zowego, wynosi od 0,1 do 3,0 g/dm^. Korzystnie te± jest gdy substrat, ktoiy jest trudno roz- 
puszczalny w roztwoize wodnym, w celu jego lepszego rozproszenia w namnoixinej kulturze 
mikroorganizmu, najpierw rozpuszcza si? w niewielkiej ilosci roz^uszczalnika oxgamcmego 
takiego jak np. etanol, izopropanol Ivb aceton. 

W ^sobie we^iig v^^ynalazku uklad cnzymatyczny Nigrospora oiyzae redukuje enancjo- 
specyfLcznie substrat, ktdiyxn jest prochiialny keton o wzoize ogolnym 1, do optycznie czynnq 
mieszaniny enancjomeiycznej alkoholi, o wzorze og61nym 2 A i 2.B> z przewagq. jednego z enan- 
cjomerow. Z przedstawionych poni^ej 12-stu przyidadow ^v5iconania♦ w 9-ciii przypadkach jest to 
enancjomer o fconfiguracji absollitnej (alkohole o wzorach 4A - 20A) i znaku skr^calnoSci 
optycznej w trzech pr2ypadkach - enancjomer R (alkohole 22.B - 26^). 

Po z^oAczeniu iraiisfonnacji, trwajacej od 4 do 20 dni w temperaturze 25 - SO^^C pny 
st^ym wsirz^aaiu z cz^stosci^ okoto 1 f \ pizeprowadza si? ekstrakcj? mieszaniny poreak- 
cyjnej za pomoc^ rozpuszczalnika organicznego, np. chloroformu, chlorku metylenu, octanu 
etylu lub innego nie mieszajqcego si? z wod^ Po kilkakrotaej ekstrakcji, pol^czone ekstrakty 
suszy siq a nast^pnie odparowuje^ Uzyskan^ miaszanip?, zawierajay:^ optycznie czynne alko- 
hole, ewentualnie cz^6 meprzereagowanego substrain oraz niewieJk^ ilosc metabolitow 
wlasnych Nigrospora oryzae, rozdziela si? w chromatografii kolurhnowej. W ten sposob 
Otrzymuje si? optycznie czynne alkohole z wydajnosci^ preparatywn^ od 15 do 79% i o czy- 
sto^ci optycznej od 5 do prawie 100%. Struktur? otrzymanych alkoholi oznacza si? spektral- 
nie lub przez por6wname, w chromatografie gazowym, ich sygnalow z sygualami wzorcowych 
alkoholi, na kolunmach z wypefcdeniami chiialnymi, jak Chrompack WCOT Fused Silica^ CP- 
Cyclodextrin-23,6-M-19; 25 m (srednica wewn^trzna 0,25 mm, grubosc wypehrienia 0^5 mto). 

Optycznie czynne alkohole, otrzymane sposobem wedhig w>'nalazku, mog% by6 stoso- 
wane w spektroskopii NMR, w asymetrycznej syntezie kwasow 2-aTyloksypTopioiiowych - 
znanych jako regulatory wzrostu - oiaz w syntezie zwi^ow wchodzi|cych w sklad niekto- 
lych lek6w (naproxen). 

Przebieg reakcji sposobem wedhig Avynalazku przedstawiono na rysiuiku, gdzie wzory 
1, 2,A i 2.B wzorami og61nymi - z prochiralnego ketonu (wzor 1) powstaje optycznie czyn- 
ny alkohol (wzory 2.A i 2.B)» b?d^y mieszaniny enancjomeryczny z przewag% jednego 
z enancjomerow, a wzory 3.A - 26,A 1 3.B - 26.B sy wzorami zwi^6w otrzymywanych 
w przedstawionych pr2ykladach wykonania. 

Przedmiot wynalazku jest bliiej objasniony w przyWadach wykonania. 
Przyklad LDo kolby o pojenmosci 2000 ml z 750 ml po^ywki zawieraj^cej 2,5% 
wagowych ekstraktu maltozowego o skiadzie: maltoza - 80%, biaiko - 6%, dekstryny - 2% 
oraz sole inineralne - 1%, przenosi si? ze skosu agarowego, nanuiolone komorki szc^epu Mi- 
krospora oiyzae. Hodowl? inkubuje si? nrzez 12 dni w temperaturze 27°C, przy ci^^ym 
wstrz^aniu z cz^stotliwosci^ okolo 2 s"^- Po tym czasie dodaje si? 0,728 g acetofenonu 
o wzorze 3, ro2:puszczonego w 1 ml acetonu. Kolb? z zawaitosci^ reagujEjcej z substratem 
biltury Nigrospora oryzae wytrzasa si? przez 9 dni. Po xipJywie tego czasu calosc ekstrahuje 
si? sze^ciokrotnie chloroformem, porcjami po 50 ml. Pol^zone ekstrakty suszy si? bezwod- 
nym siarczanem magnezu a nast?pme odparowiye pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskan^ 
mieszanin? rozdziela si? w preparatj-wnej chromatografii kolumnowej na ielu krzemionko- 
wyro Kieselgel 60, 230 - 400 mesh ASTM (Merck), stosuj^c jako eluent mieszanin? heksan: 
czterochlorek w?gla: aceton w stosunku 75:10:1 a nast?pnie t? sam^ mieszanin? w stosunku 
25:10:1- Uzyskuje si? preparatywnie produkt (mieszanin? S - (-) - I-fenyloetanolu o wzorze 
4 A i R- (+) - l-fenyloetanolu o wzorze 4.B w ilosci 0,35 g, co stanowi 44% wagowych wy- 
da^no^a^[a]^^'^546-49.3^c = 20,3wetanolu. , , . - 

Rownolegle z chromatograficznym rozdziaJem preparatywnym rmeszamny poreakcyjncj 
oznacza si? jej sklad za pomoc^ kapiJaaiego chromatografu gazowego GC Hewlett Packard 
5890 przj' zastosowaniu kolumny o wypehiieniu clnrainym: WCOT Fused Silica 
CP-Cyclodexitrin-B-2,3,6-M-19, stosuj^c nast?puj^y program temperaturowy: 80°C - 2 min. 
a nastgjnie narost temperatuiy w tempie 4°C min"^, Na podstawic uzyskanych wynikow po- 
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(alkoholu) atnym^ego na <fro^ nnynowej .^ukcji chemicznij substiHtu (ketoSi). 

A b t * « 2 - 12. Hodowl? kultuiy pi^gotowuje sie tak jak w piavkladzie 1 « nt-^. 

- pf ochnalne ketony - uazwy chemiczne (kolunma 2) 

~ enancjometycznych, opfycznie czyimych alkoholi . nazwy diemiczoe oraz 

numery ich wzor6w przedstaAvionych na rysunku (kolinuiia 3) "wamczne oraz 

-st§2eiiiasubstrat6w (kolunma 4), 

- czas transfonnacji, w dniatsh (koluoma 5) 

- wydajno^d chemiczn^ (stosunek ilofci substiatu do produktu) i s^^S^^^^ 
nym progiairae temperaturorwym QuAanmy 7 1 8) pizy poaa 

' czynnego alkohoiu (kolumna 9). Zhak ski^alno^ci jest 

podstaw^do usfalcnia absolutaej konfiguracji dla wszystkich oteymanychalkohoU m 
por45wnamuzdanymiliteratuTOwyinL ^"Kiuyw* rtutonou. po 

o transformagi: p-nitroacetofenonu o >vzoize 9, 2-acetyloi)aftalenu 

«r?^T4 ^''J'^'^^y ° "^^'^ 4'acetylopiiydyny o vvzorze 19, teSK^vS- 

f^iL^^l"^'^?^^*^^^,.'^?^"* 25 - jednokrotna duiiiatogtafia jest ni^S^Sa 
z powodu obecno^ci metabolitow wtasnych we fiakcjj zawierjficef DSduki^SS<??S 
ohronjatografi^ t? powtarza si? dwu. ti:zykrotnie, ai di osiSrid^^ac^ao Jonilf 

0t;S^^y^Lttl1o^-26°2r?6j^^^^^^^ skladu^enSS^ctS^ 

I-izopropanol,M-metanol,Om-octaDmetylu. vmoroiann, n neJcsan, 
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